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Abstract

Chromosomal and biochemical polymorphism in Pitymys multiplex (Mammalia, Rodentia)

Studied were the chromosomal and biochemical variations in populations oiPitymys multiplex from the

Western Alps and the Apennines, including the formerly described species P. fatioi and/ 5
, druentius.

Chromosome analysis of 73 individuals showed that polymorphism occurs in P. multiplex, involving

pericentric inversions and other rearrangements (2N = 48 or 46). Each of these variations is located in a

different region. Laboratory hybridization between animals with varying chromosome forms proved
interfertility. These data complete previous data on the chromosome complements of P. multiplex and
P. liechtensteini. It is assumed that only one polytypic species occurs from Yugoslavia to France, inclu-

ding Northern Italy.

Samples from 6 populations were analysed for electrophoretic Variation at 25 protein loci. Mean
proportion of loci heterozygous per individual varies geographically : it is lowest (H = 0.00) in the isola-

ted population of Zermatt, and highest (H = 0.08) in the marginal population of the Vercors (France).

After Nei's formula the genetic distance between different chromosome forms varies from D = 0.01 to

D = 0.18. The divergence of the marginal populations is explained by geographic isolation during the

glacial and post-glacial times.

Introduction

Etudiant des Pitymys de diverses localites de Suisse, Fatio (1905) releve des differences de

morphologie cränienne et dentaire chez des sujets captures pres de Lugano. Ii suggere de les

separer de Pitymys subterraneus (de Selys Longchamps, 1836) et d'en faire une sous-espece

ou variete qu'il nommemultiplex . Ii note encore des variations de memetendance chez des

individus captures ä Zermatt. Mottaz (1908) donne ä P. multiplex une valeur specifique

puis, en 1909, eleve au rang de sous-espece/ 5
.

multiplex fatioi, la forme de Zermatt decrite par

Fatio. Miller (1912) attribueun Statut specifique tantäP. multiplex qu'äP. fatioi aux cötes

de/ 3
, druentius qu'il a decrit des Basses-Alpes francaises l'annee precedente. Ii precise cepen-
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dant que le Statut des membres de ce groupe ne pourra etre mieux compris que par l'examen

d'un plus riche materiel. Ellerman (1941) conserve ä ces trois formes le rang d'espece, mais

Ellerman et Morrison-Scott (1951) ne reconnaissent plus en elles que des sous-especes

de P. subterraneus.

Ce sont les etudes cytotaxonomiques de Matthey (1953, 1954, 1955, 1956) qui permet-

tent de mieux definir ces formes et de separer definitivementP. subterraneus deP. multiplex.

Cet auteur (1955) note que les differences marquees entre les formules chromosomiques de

ces deux especes doivent etre incompatibles avec une interfecondite totale, ce qui a ete de-

montre par la suite par des croisements en elevage (Meylan 1972, 1974 et en preparation).

Matthey souligne en outre que/ 5
.

multiplex et/ 3
, fatioi, chez lesquels il n'a pas observe de

differences cytologiques, doivent avoir une origine commune. Un nouvel examen de leurs

caryotypes a confirme ces vues tout en etendant Pechantillonnage ä diverses localites du Tes-

sin et des Alpes francaises (Meylan 1970, 1974). Ii a aussi ete possible de montrer queP. in-

certus (de Selys Longchamps, 1841) devait etre considere commesynonyme deP. subterra-

neus et non prevaloir sur P. multiplex comme l'avait propose Dottrens (1961) (Meylan
1970). Si Panalyse chromosomique permet de differencier aisementP. multiplex deP. subter-

raneus, ces deux especes forment cependant un ensemble complexe n'autorisant pas une di-

stinction morphologique aisee (Spitz 1978).

Enfin recemment, Storch et Winking (1976), etudiant les chromosomes dePitymys du

sud de l'arc alpin, ont montre queP. liechtensteini Wettstein, 1927, representait une espece

voisine de P. multiplex et qu'elle remplace cette derniere ä l'est des la Vallee de l'Adige. Dote

d'un caryotype peu different, P. liechtensteini est de plus susceptible de s 'hybrider avec P.

multiplex dans la zone de contract entre ces deux especes dont le Statut doit encore etre preci-

se. P. multiplex n'occuperait alors que la partie occidentale de l'arc alpin et s'etendrait au sud

jusqu'ä l'Apennin toscan, sa limite meridionale ne pouvant encore etre precisee (Santini et

Farina 1978).

L'etude des chromosomes de P. multiplex entreprise par Tun de nous (Meylan 1970,

1974) a ete poursuivie. De nouveaux individus ont ete analyses provenant, d'une part, de di-

verses localites des Alpes jusqu'ä l'aire de distribution de P. druentius et, d'autre part, de

Toscane, region oü le Statut de P. multiplex pose encore quelques problemes.

Dans le but de preciser le Statut de certaines populations et formes chromosomiques, les

variations biochimiques ont ete analysees par la methode de l'electrophorese des proteines.

Le degre de differenciation genetique entre plusieurs populations a pu etre ainsi estime. A la

suite des travaux d'AYALA et al. (1974) et d'AviSE et Smith (1977), il apparait en effet que la

distance genetique est une bonne indication du degre de divergence atteint par des popula-

tions engagees dans un processus de speciation.

Cette partie du travail a ete realisee dans le cadre de recherches plus generales sur la syste-

matique biochimique des Arvicolidae (Graf, en preparation). Par sa distribution et son

degre de polymorphisme relativement eleve, P. multiplex est apparu commeun sujet interes-

sant d'etude de la speciation.

Material et methodes

Les donnees relatives au materiel etudie figurent dans le Tableau 1 dont trois colonnes donnent les nom-
bres et sexe des animaux selon les analyses effectuees. Dans la premiere sont indiques les sujets n'ayant

fait l'objet que d'une etude chromosomique; ceux dont les resultats sont dejä donnes dans de precedents

travaux sont signales par un asterisque. Dans la deuxieme sont reportes les individus analyses tant sur le

plan cytologique que biochimique. Ceux dont seule la Variation biochimique a ete etudiee sont mention-

nes dans la troisieme colonne. Dans une quatrieme colonne figurent les differentes formules chromoso-
miques mises en evidence. Ii fäut relever que dans ce travail, nous n'avons pris en consideration que des

sujets pieges dans lanatureou nes de femelies capturees portantes, de 1965 ä 1978. Nous n'avons pas tenu

compte de l'analyse chromosomique des nombreux sujets nes dans nos elevages, exception faite de ceux

issus de croisements deP. multiplex originaires de regions differentes qui sont mentionnes au bas du ta-

bleau. Les localites sont reportees ä l'aide de leur numero d'ordre sur la carte de la Figure 1.
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Les P. multiplex captures dans le cadre de cette etude ont ete conserves et sont deposes au Museum
d'Histoire naturelle de Geneve.

Fig. 1. Situation geographique des populations deP. multiplex etudiees, avec mention des caryotypes

observes et des droisements realises. Les numeros d'ordre des localites correspondent ä ceux figurant

dans le Tableau 1. Les cercles indiquent les donnees du present travail er les carres Celles de Storch et

Winking (1977) pour P. multiplex (carres noirs) et P. Hechte nsteini (carres blancs)

Analyse chromosomique

Les preparations microscopiques ont ete eff ectuees par la technique du «squash» (Meylan 1967), le choc
colchicinique ayant ete prolonge et pour certains individus, la moelle femorale ayant egalement ete fixee.

Cette methode assez grossiere, mais fort pratique sur le terrain, n'autorise cependant pas une analyse tres

fine du caryotype dont les elements ne peuvent etre reconnus que sur la base de leurs dimensions relati-

ves et de leur morphologie.

Analyse biochimique

Les animaux ont ete anesthesies ä l'ether. Le plasma et divers organes (foie, rein, coeur) ont ete preleves

selon la methode decrite par Selander et al. (1971) et conserves ä -30° C. ou dans l'azote liquide jus-

qu'au moment de l'electrophorese. Les organes ont alors ete homogeneises dans 9 volumes de tampon
Tris-HCl (0,1 M; pH 8,0) ä l'aide d'un broyeur de verre rode. Les homogenats ont ete centrifuges ä

18000 g pendant 15 minutes a 4° C.
Les separations ont ete realisees par electrophorese verticale sur gel d'amidon (Instruments Buchler).

Les gels ont ete prepares selon la methode decrite par Brewer ( 1 970), en utilisant de l'amidon hydrolyse

Connaught (Ontario, Canada), ä la concentration de 13%dans une Solution tampon appartenant ä Tun
des systemes suivants:

I. Tris-citrate (Ayala et al. 1972). Tension : 5 V/cm pendant 15 heures.

II. Tris-borate-EDTA (Ayala et al. 1972). Tension : 8 V/cm pendant 15 heures.
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III. Tris-borate-EDTA (systeme recommande pour G-6-PD par Breu er 1970). Tension : 7 V/cm
pendant 15 heures.

IV. Phosphate (Selander et al. 1971). Tension : 6 V/cm pendant 8 heures.

V. Phosphate-citrate (Selander et al. 1971). Tension : 6 V/cm pendant 8 heures.

VI. Poulik (Selander et al. 1971). Tension : 12 V/cm pendant 6 heures.

VII. Hydroxyde de lithium (Selander et al. 1971). Tension : 13 V/cm pendant 6 heures.

Pour la Separation et la detection des enzymes et proteines seriques, nous avons applique les metho-
des suivantes, permettant de mettre en evidence 25 loci differents :

Esterases (EST : 2 loci). Organes : rein et foie. Systeme : VII. coloration: Selander et al. (1971).

Lactate deshydrogenases (LDH : 2 loci). Organe : rein. Systemes : I et IV. Coloration : 50 ml
tris-HCl 0, IM (pH 8,0), 0,25 ml acide L-lactique 30% (retablir le pH initial par NaOH), 25 mgNAD, 2

mg PMS, 8 mg NBT.
Malate deshydrogenases (MDH : 2 loci). Coeur. Systeme : I. Coloration : 50 ml tris-HCl 0, IM (pH

8,0), 50 mg acide L-malique, 20 mg NAD, 1,5 mg PMS, 8 mg NBT.
Enzyme malique (MOD). Rein. Systemes : II et VI. Coloration : 50 ml tris-HCl 0,2M (pH 8,5), 250

mg acide L-malique, 15 mg NADP, 2 ml MgS04 0,1M, 2 mg PMS, 10 mg NBT.
Isocitrate deshydrogenases (IDH : 2 loci). Rein. Systeme : I. Coloration : 50 ml tris-HCl 0,05M (pH

8,5), 50 mg DL-isocitrate (sei trisodique), 10 mgNADP, 1 ml MgS04 C,1M, 1 mg PMS, 8 mg NBT.
Glucose-6-phospate deshydrogenase (G-6-PD). Coeur. Systeme : III. Coloration : 50 ml tris-HCl

0,1M (pH 8,0), 80 mg glucose-6-phosphate (sei disodique), 15 mg NADP, 1,5 mg PMS, 8 mg NBT.
6-Phosphogluconate deshydrogenase (6-PGD). Coeur. Systeme : III. Coloration : 50 ml tampon

phosphate de potassium 0,1M (pH 7,0), 30 mg6-phosphogluconate (sei sodique), 1 ml MgCL0,2M, 1

mg PMS, 6 mg MTT.
a-Glycerophosphate deshydrogenase (a-GPD). Foie. Systeme : VI. Coloration : 50 ml tris-HCl

0, IM (pH 7, 1), 100 mgDL-a -glycerophosphate (sei disodique), 25 mgNAD, 0,5 ml MgCl 2 0,2M, 1 mg
PMS, 10 mg NBT.

Alcool deshydrogenases (ADH : 2 loci). Foie. Systeme : V. Coloration : 50 ml tampon phosphate de

sodium 0,1M (pH 7,0), 2 ml ethanol, 25 mg NAD, 2 mg PMS, 10 mg NBT.
Sorbitol deshydrogenase (SDH). Foie et rein. Systemes : V et I. Coloration : Sha\c et Prasad (1970).

Indophenol oxydases (IO : 2 loci). Mernes conditions que pour PGM. Les deux bandes claires appa-

raissent apres exposition ä la lumiere du gel colore pour PGM.
Phosphoglucomutase (PGM). Foie. Systeme VI. Coloration : application de 1' «agar overlay me-

thod» de Brewer (1970). Gel detecteur : 40 ml tris-HCl 0,03M (pH 8,0), 400 mgagar purum (Behring-

werke), 85 mgglucose-1 -phosphate (sei dipotassique), 2mlMgCl 2 0,2M, 10 mgNADP, 3 mgPMS, 6 mg
MTT, 20 UI glucose-6-Phosphate deshydrogenase.

Phosphoglucose isomerase (PGI). Foie. Systeme : V. Coloration (voir PGM) : 40 ml tris-HCl 0,1M
(pH 8,0), 400 mg agar purum, 30 mg fructose-6-phosphate (sei disodique), 2 ml MgCl 2 0,2M, 10 mg
NADP, 2 mg PMS, 6 mg MTT, 20 UI glucose-6-phosphate deshydrogenase.

Aspartate aminotransferase (AAT : 2 loci). Rein. Systemes : II et IV. Coloration (modification de la

methode de Selander et al. 1971) : 50 ml tampon phosphate de sodium 0, IM (pH 7,4), 200 mgacide L-

-aspartique, 100 mg acide a -cetoglutarique (retablir le pH initial par NaOH), 1 mgpyridoxal-5'-phos-

phate, 100 mg Fast Blue BB.
Adenylate kinase (AK). Coeur. Systeme : I. Coloration : d'apres Brewer (1970), en remplafant Io-

nagar 0,75% par agar purum 1%.
Creatine kinase (CK : 2 loci). Coeur. Systeme : II. Coloration: voir Ak.
Transferrine (TFR). Plasma. Systeme : VII. Coloration : Solution d'Amidoschwarz 10 B ä 1%dans

l'acide acetique ä 7% (duree: 30 min). Differenciation dans l'acide acetique a 7%.

Resultats

Polymorphisme chromosomique

La formule chromosomique de P. multiplex a ete decrite par Matthey (1953, 1955) sur la

base de sujets provenant de Zermatt et du Tessin. D'apres cet auteur, cette espece est caracte-

risee par un nombre diploide (2N) de 48. Seuls deux couples autosomiques sont formes

d'elements ayant un centromere intercalaire, soit la paire la plus grande constituee de subme-

tacentriques et un couple de petite taille compose de metacentriques. L'X, de dimension

moyenne, est submetacentrique et l'Y, relativement grand, acrocentrique. Le nombre fon-

damental (NF) est egal ä 54. C'est ce caryotype qui a ete retrouve chez tous les P. multiplex

qui ont ete etudies par la suite (Meylan 1970, 1974; Storch et Winking 1977; Santini et

Farina 1978).
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En completant Pechantillonnage effectue jusqu'en 1974, nous avons alors decouvert chez

cette espece un polymorphisme chromosomique touchant tant les autosomes que les chro-

mosomes sexuels. La technique utilisee ne permettant d'apprecier que des variations mor-
phologiques sensibles, nous decrivons ci-dessous les quatre types observes. Ceux-ci sont in-

diques en regard des populations etudiees dans le Tableau 1 et dans la Figure 1.
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Fig. 2-5. Caryogrammes deP. multiplex. Fig. 2. (5, 2 N= 48, NF = 54, Sagno (Tessin) CH. Fig. 3. Q, 2

N= 48, XX', region de Briancon (Hautes-Alpes) F. Fig. 4. (5, 2 N = 48, A', Col de la Cayolle (Basses-

Alpes) F. Fig. 5. d, 2 N = 46, NF = 52, Fivizzano (Toscana) I

Relevons que dans les caryogrammes presentes (Fig. 2-5), le choix de l'Y est toujours ar-

bitraire. Chez les (5(5, le bivalent sexuel dans les metaphases des premieres divisions de matu-

ration montre un element de taille moyenne associe ä l'X. Aussi avons-nous retenu au hasard

un acrocentrique parmi les elements ä centromere subterminal de cette dimension. Ce choix

est certes plus proche de la realite que celui effectue precedemment (Meylan 1970). Enfin,

les autosomes acrocentriques n'ont pas ete apparies, mais ordonnes selon leurs longueurs

decroissantes.

2N = 48, NF = 54

Le caryotype precedemment decrit est le plus frequent. Ii a ete trouve dans la majorite des

populations etudiees et il est illustre par la Figure 2. II caracterise egalement P. fatioi.

2N = 48 X1 (X presentant une Inversion pericentrique)

To us les sujets captures ä La Chapelle-en-Vercors presentent un caryotype identique, ex-

ception faite de l'X dont le bras court est tres fortement reduit. Suivant l'etat de contraction

des metaphases, cet element peut etre parfois difficile ä distinguer avec certitude des autoso-

mes de memetaille. Une etude plus approfondie de notre materiel nous a montre qu une

9
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provenant de la region de Briangon presentait un X de memenature et un X normal. Cette Q
heterozygote est celle qui, accouplee ä un (5 dote d'un caryotype de base, a donne naissance

aux individus qui ont constitue notre elevage de P. multiplex des Hautes-Alpes.

L'analyse des garnitures chromosomiques de cette Q (Fig. 3), de ses descendants et des

hybrides obtenus lors des croisements Tessin x region Briancon et Zermatt x La Chapelle-

en-Vercors a montre que la longueur relative de cet X ä bras tres court etait identique ä celle

de l'X submetacentrique. Ii est donc plausible d'admettre que cette morphologie differente

resulte d'une inversion pericentrique. Cette mutation existe donc ä l'etat homozygote dans la

population de La Chapelle-en-Vercors, mais n'a ete trouvee que chez un seul sujet dans le

Brianconnais.

2N= 48 A 1

(acrocentrique presentant une inversion pericentrique)

C'est au Col de la Cayolle au sud de Barcelonnette, localite type de P. druentius, qu'un

seul individu a pu etre capture. A nouveau, son caryotype ne differe que faiblement de celui

generalement observe. Un element acrocentrique de taille moyenne est remplace par un me-

tacentrique (Fig. 4). Vu que sa longueur correspond approximativement ä celle admise pour

l'Y, il n'est pas possible de savoir si cette inversion pericentrique affecte un autosome ou cet

heterochromosome, qui presenterait alors un memepolymorphisme que chez P. liechten-

steini (Storch et Winking 1977). Seule l'analyse d'un materielplus abondant etl'examen du
caryotype Q permettra de repondre ä cette question.

2N = 46, NF = 52

Tous les sujets pieges ä Fivizzano sont dotes d'un caryotype encore different, le nombre

diploide etant alors de 46. Les differents elements ont une morphologie tout ä fait compara-

ble ä celle observee dans la formule chromosomique de base, mais il y a deux acrocentriques

en moins (Fig. 5). Vu la technique utilisee, il est impossible de savoir s'il s'agit de la perte de

deux elements ou de rearrangements plus complexes . Cette formule ne correspond pas ä celle

admise par Santini et Farina (1978) pour des individus de Toscane.

Enfin, nous devons relever que, chez plusieurs individus de diverses localites, nous avons

note soit un, soit deux autosomes acrocentriques presentant un petit bras court distinct. Ces

elements ont une taille comparable ä ceux de mememorphologie que Storch et Winking

(1977) admettent comme caracteristiques de P. liechtensteini. II n'est donc pas impossible

qu'un polymorphisme plus etendu que celui decrit ici affecte la garniture chromosomique de

P. multiplex.

Variations biochimiques

Des 25 loci examines, 16 se sont reveles monomorphes. Les frequences alleliques trouvees

pour les 9 loci polymorphes sont indiquees dans le Tableau 2.

Proteines polymorphes

EST-1. Parmi les esterases detectees dans les extraits de rein et de foie, EST-1 est celle quipre-

sente la mobilite la plus elevee (migration anodique). Seule la population du Vercors est po-

lymorphe pour ce locus; l'allele Est-

1

100
est fixe dans tous les au tres echantillons. Les hetero-

zygotes presentent un phenotype ä deux bandes.

EST-2. C'est le troisieme Systeme que l'on rencontre en se deplacant de,l'anode vers la ca-

thode. EST-2 inhibe par l'eserine-sulfate. Quatre alleles ont ete detectes, et les heterozygotes

presentent un phenotype ä deux bandes.

L'allele Est-2
94

est commun a toutes les populations; il est fixe dans les echantillons de

Zermatt et de Bourg-St-Pierre.
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Table au 2

Frequences alleliques et heterozygotie moyenne (H) caracterisant les 6 echantillons. H(observee):

valeur obtenue par comptage direct des heterozygotes. H(calculee) : valeur calculee ä partir des fre-

quences alleliques, selon la formule de Nei (1978)

Localite 1

Fiviz-
zano

8

Varenzo
10

Zermatt
11

Bourg-St-
Pierre

15

Mont-
genevre

18

Vercors

Nombre d 1 individus 12 12 13 2 2 12

Locus Allele

Est-1 104
100

97
1 ,00 1

_

,00 1 ,00 1 ,00 1 , 00
0,42
0 ,12
0,46

Est-2 106
103
10 0

94

0,13
o , 33

0 , 54

0

0

, 3 3

,67 1

_

,00

-

1 ,00

0,75

0,25
0,67
0,33

G-6-pd 100
94

0,12
0 ,88 1 , 0 0 1 ,00 1 ,00 1 , 00

1 ,00

6-Pgd 115
100 1 ,00 1 ,00 1 ,00 1 ,00 1,00

0 , 04

0 , 96

Adh-1 -100
-65
-60

0,17
0,83 1 ,00

1 ,00
1,00

0,50
0,50

0,17
0,79
0 , 04

Sdh -100
-21

0,71
0 ,29

0

0

, 54

,46 1 , 00 1 ,00 1 , 00
1 0 0

Ic-2 -100
-15

1 ,00 1 , 00 0

0

,92

, 08
1 ,00 1 , 00 1 ,00

Pgm-1 114
100

0 , 04

0 ,96 1 ,00 1 ,00 1 ,00 1 ,00 1 ,00

Aat-1 100
83 1 ,00 1 , 00 1 ,00 1 , 00 1,00

0 , 50

0 , 50

H (observee) 0,06 0 , 04 0 ,00 0,00 0, 06 0 ,08

H (calculee) 0 , 07 0 , 04 0 ,01 0 ,00 0,05 0 ,08

G-6-PD. Deux alleles ont ete detectes : l'un (G-6-pd 100
) est fixe dans l'echantillon du Ver-

cors, Pautre (G-6-pd 94
) est fixe dans les echantillons de Varenzo, Zermatt, Bourg-St-Pierre et

Montgenevre. La population de Fivizzano est polymorphe pour ce locus.

6-PGD. L'allele variant 6-Pgd 113
n'a ete trouve que chez un seul individu, ä l'etat hetero-

zygote.

ADH. Les phenotypes observes peuvent etre expliques par l'action de deux loci, et par la

structure dimerique de l'enzyme (Fig. 6). Le locus Adh-1, represente par l'isozyme le plus

lent, est polymorphe: trois alleles ont ete detectes. L'allele Adh-T 100
est fixe dans l'echantil-

lon de Zermatt, Adh-1
- 65

etant fixe dans les echantillons de Varenzo et de Bourg-St-Pierre.

Les populations de Fivizzano, de Montgenevre et du Vercors sont polymorphes.

SDH. Deux alleles ont ete detectes, les heterozygotes presentant un phenotype ä cinq

bandes (Fig. 7). L'allele Sdh
-21

est fixe dans les echantillons de Zermatt, de Montgenevre et

de Bourg-St-Pierre; Sdh -100
est fixe dans l'echantillon du Vercors. Les populations de Va-

renzo et de Fivizzano sont polymorphes.
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IO. Deux isozymes sontpresents chez tous les individus analyses: IO-l migre vers l'an-

ode, IO-2 vers la cathode. La forme Variante de IO-2 a ete trouvee chez un seul individu

(male), ä Petat homozygote.

PGM-1. Trois bandes apparaissent sur les gels colores pour PGM; seule la plus lente, qui

est toujours la plus intensement marquee, a ete prise en consideration. L'allele variant

Pgm-1 114
n'a ete trouve que chez un seul individu, ä l'etat heterozygote.

AAT. L'isozyme cytoplasmique AAT-1, ä migration anodique, est polymorphe dans la

population du Vercors. Deux alleles on ete detectes; les heterozygotes presentent un pheno-

type ä trois bandes.

ÄDH 1 2

1 w S DH

2 m 1 1
3 • 2 1

4 3
1

5
4

I

6 •1
5

6

1

7 m
7 II

8 •i 8

A

ORIGINE © i

I 3RIGINE 0

Fig. 6-7. Zymogrammes de l'alcool dehydrogenase (ADH) et de la sorbitol dehydrogenase (SDH) de
P. multiplex. -Fig. 6. Adh.-l. Homozygotes-100/-100: 1,2,3. Heterozygotes-65/-100:4,5. Homozy-
gotes-65/-65:6,7,8. Adh-2: monomorphe. Fig. 7. Sdh. Homozygotes-100/-100: 1,3,4,5. Heterozygo-
tes-21/-100:6,7,8. Homozygote-21/-21 :2

Variabilite genetique

L'heterozygotie moyenne observee varie de 0% dans la population de Zermatt ä 8%dans

celle du Vercors (Tableau 2). Les valeurs de H calculees äpartir des frequences alleliques, Se-

lon la methode de Nei (1978), sont tres proches des valeurs observees. La moyenne des 6 po-

pulations (valeurs calculees) est de 4,2%.

Analyse quantitative

Les distances genetiques entre les 6 populations ont ete calculees selon la formule de Nei

(1972). La matrice ainsi obtenue (Tableau 3) a permis la construction d'un dendrogramme
(Fig. 8) en utilisant la methode UPGMA(moyennes arithmetiques).

Croisements

La reproduction de P. multiplex en captivite n'est pas tres facile ä obtenir, comme le mon-
trent les donnees du Tableau 4. Les resultats negatifs n'ont pas ete pris en consideration pour
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Tableau 3

Distances genetiques calculees selon la formule de Nei (1972), et basees sur l'examen de 25 loci. Les

valeurs concernant les echantillons trop restreints de Bourg-St-Pierre et Montgenevre ne sont don-

nees qu'ä titre indicatif (caracteres italiques)

1 8 10 11 15 18

Fiv . Var . Z er . Bou . Mon . Ver .

1 Fivizzano 0,01 0,06 0, 03 0 3 04 0 , 09

8 Varenzo 0 , 06 0 3 02 0 3 04 0 ,10

10 Zermatt 0 3 04 0 3 03 0 ,18

11 Bourg-St-Pierre 0 3 03 0 3 15

1 5 Montgenevre 0 3 16

18 Vercor

s

1 FIVIZZANO (2N=46)

I 8 VARENZO (2N=4 8)

1 10 ZERMATT (2N=48)

18 VERCORS (2N=4 8,X i
)

I

1 1 1 1 1 1

1

0,14 0,10 0,06 0,02

DISTANCE GENETIQUE

Fig. 8. Dendrogramme derive de la matrice de distances genetiques (Tab. 3) par la methode UPGMA

les couples qui n'ont pas ete maintenus pendant plus de trois mois, ce qui masque les echecs

dus ä la mort d'individus au cours des premieres semaines.

Des couples reunissant des sujets de memeorigine ont ete formes ä partir d'animaux cap-

tures dans cinq populations distinctes. Ii n'a pas ete tenu compte des dönnees relatives aux

couples formes ä partir d'individus nes en captivite. Notons encore que le couple de la region

de Briancon a ete constitue avec l'unique Q heterozygote XX1

capturee dans les Hautes- Al-

pes.

Les essais de croisement entre individus d'origines differentes ont ete realises tant ä partir

de sujets captues que de descendants obtenus en elevage. Dans les croisements Tessin x

Briancon des sujets porteurs de la mutation X1

ont ete utilises. Pour l'hybridation Zermatt x

La Chapelle-en-Vercors, les individus de la seconde localite etaient tous caracterises par cette

mememutation. Dans ce dernier cas, l'analyse chromosomique et biochimique des parents et

des descendants a montre une transmission mendelienne des caracteres propres ä chaque po-

pulation. L'essai d'hybridation entre les sujets de Fivizzano (2N = 46) et du Tessin (2N =

48) n'a debute que recemment. Jusqu'ä ce jour, une seule portee a ete obtenue; les descen-

dants n'ont pas encore ete etudies.
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Table au 4

Resultats des elevages et croisements de P. multiplex. A: nombre de couples formes. B: nombre de

QOayant mis bas. C: nombre deportees. D: moyenne et extremes des nombres de nouveau-nes par

portee

Fivizzano (Joscana) I 2N = 46 5 112
diverses localites du Tessin CH 48 12 4 17 2,5 (1 - 4)

Zermatt (Valais) CH 48 2 1 2 2,5 (2 - 3)

region de Briangon ( H au t e s - AI p e s ) F 48 X/X
1

1 1 8 2,3 (1 - 3)

La Chapelle-en-Vercor s (Dröme) F 48 X
1

3 - - -

Tessin x region de Briancon 7 5 20 2,1 (1 - 3)

Zermatt x La Chape 1 1 e - e n - Ve r c o r s 2 112
Fivizzano x Tessin 5 112

Discussion

Polymorphisme chromosomique

Ii semble de plus en plus frequent que, dans nombre d'especes de micromammiferes, l'ana-

lyse chromosomique de grands echantillons recoltes en diverses localites de leurs aires de di-

stribution conduise ä la decouverte de cas de polymorphisme. Dans le genre Pitymys, cette

instabilite de la garniture chromosomique tend ä devenir la regle (Meylan 1970; Zivkovic et

al. 1975; Kral et Mitev 1976; Kral et Zima 1978; Hatuhov et Tembotov 1978; Winking
1976). II n'y a donc rien d'etonnant äce queP. multiplex presente plusieurs caryotypes diffe-

rant par de faibles rearrangements chromosomiques. II faut alors relever que ces modifica-

tions sont localisees et correspondent ä un polymorphisme geographique. Ce n'est que dans

la partie meridionale de l'aire de repartition que des divergences chromosomiques ont ete ob-

servees: dans le sud-ouest de l'arc alpin, d'une part, et en Toscane, d'autre part (Fig. 1).

Les premiers resultats de croisements tendent ä montrer que ces mutations sont compati-

bles avec une interfecondite complete. II en resulte que ces formes doivent etre considerees

commeconspecifiques. Si Matthey (1954, 1956) avait dejä reconnu que P. fatioi ne differait

en rien deP. multiplex, 'nos resultats montrent queP. druentius droit egalement etre rattache

ä ce dernier, comme Tont admis Saint-Girons (1973) et Corbet (1978).

La position des P. multiplex de Toscane est plus delicate ä definir. Santini et Farina

(1978) decrivent chez cette espece un caryotype normal, alors que les individus que nous

avons recoltes dans cette region sont dotes d'un nombre diploide inferieur de deux unites.

Les auteurs italiens se sont-ils trompes ou existe-t-il alors deux formes sympatriques et un

polymorphisme local? Seules de nouvelles recherches permettront de le preciser.

Enfin, les differences caryologiques observees chez P. multiplex sont certes un peu plus

faibles que celles qui separent cette espece de P. liechtensteini (Storch et Winking, 1978).

Cependant, nos propres resultats nous conduisent ä penser que l'ensemble de ces formes ne

represente qu'une seule espece polytypique dont l'aire de distribution s'etendrait de la You-
goslavie (Petrov et Zivkovic 1971 ; Zivkovic et al. 1975) au sud-est de la France, englobant

le nord de l'Italie, mais ne penetrant que peu profondement dans le massif alpin dans ses par-

ties Orientale (Kral et al. 1978) et centrale.
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Polymorphisme biochimique

Parmi les 9 loci polymorphes, trois (6-Pgd, IO-2 et Pgm-1) ne presentent de Variation que
chez des individus uniques. Alleles rares maintenus ä des frequences tres basses, ou resultant

de mutations recentes, ces formes variantes n'apportent aucune information sur une eventu-

elle differerreiation des populations.

Les six autres loci presentent des variations qui peuvent etre caracterisees de la maniere
suivante:

1. Deux loci (Est-1 et Aat-1) ne sont polymorphes que dans la population du Vercors, le

memeallele etant fixe dans les autres populations.

2. Trois loci ont fixe des alleles differents dans certaines populations: G-6-pd (Varenzo,

Zermatt et Vercors), Adh-1 (Varenzo et Zermatt) et Sdh (Zermatt et Vercors).

3. Un locus (Est-2) est largement polymorphe dans toutes les populations, ä l'exception de

celle de Zermatt.

Le simple examen des frequences alleliques fait donc apparaitre que, parmi les populations

etudiees, celle du Vercors se distingue des autres par les variations de quatre loci, alors que

celle de Zermatt se caracterise par la fixation d'alleles ä tous les loci polymorphes dans d'aut-

res populations.

Variabilite genetique

Le taux d'heterozygotie trouve chez P. multiplex (4,2 %) est tres proche de la valeur moyenne
de 3,9% donnee par Powell (1975) pour les Mammiferes. Dans notre cas, l'heterozygotie

varie fortement d'une population ä l'autre; la population de Zermatt est pratiquement mo-
nomorphe.

Une teile reduction de la variabilite genetique est generalement le fait de populations insu-

laires (Avise et al. 1974; Schmitt 1978) ou de populations continentales presentant des ca-

racteristiques insulaires (Avise et Selander 1972; Glover et al. 1977). Certains l'attribuent

ä des mecanismes aleatoires comme la derive genetique (Selander et al. 1971; Avise et al.

1974; Patton et Yang 1977) ou le principe du fondateur (proposepar Mayr 1942), d'autres

y voient une Strategie adaptative face ä un environnement relativement uniforme (Nevo et al.

1974; Glover et al. 1977).

Par son isolement geographique et son aire restreinte (Matthey 1955, 1956), la popula-

tion de Zermatt est comparable ä une population insulaire. C'est en effet, avec Bourg-St-

Pierre, la seule localite du versant nord des Alpes oü Ton ait capture P. multiplex. Or la

chaine des Alpes valaisannes constitue une barriere geographique absolue entre la vallee de

Zermatt et les vallees du sud, l'extension actuelle des glaciers excluant toute continuite, et

memetout echange, entre les populations de P. multiplex.

Comment expliquer alors la presence de/ 5
, multiplex dans la vallee de Zermatt? L'aire de

repartition de cette espece est entierement situee au sud et au sud-ouest de l'arc alpin. II est

donc peu probable que l'isolat de Zermatt soit une population relicte qui temoignerait d'une

ancienne extension de l'espece au nord des Alpes. Par contre, l'histoire du climat au cours du

Postglaciaire fait apparaitre plusieurs rechauffements importants (optimum atlantique, en

particulier) qui se sont marques, dans les Alpes, par un retrait des glaciers en-degä de leurs

fronts actuels, et une elevation de la limite superieure des arbres (Röthlisberger 1976). Ii

est tout ä fait plausible que ces modifications aient ete süffisantes pour permettre ä certaines

populations du versant sud de traverser la chaine des Alpes et de coloniser, par exemple, la

vallee de Zermatt.

Cette hypothese, dejä esquissee par Matthey (1955, 1956), est compatible avec la compo-

sition genetique remarquable de la population de Zermatt. En effet, si cette population a ete

fondee par un petit nombre d'individus, ou si eile a subi des fluctuations numeriques impor-

tantes, son monomorphisme peut etre explique par Pelimination aleatoire de certains alleles
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(derive genetique). L'isolement geographique empechant tout echange avec les populations

centrales, cette perte d'alleles n'a pu etre compensee par une immigration.

La presence deP. multiplex ä Bourg-St. -Pierre, localite nouvelle pour le nord des Alpes,

s'explique aussi par une immigration ä partir du versant sud. Si Paltitude du Col du Grand-

St-Bernard (2470 m.) cree actuellement une discontinuite entre les populations des deux ver-

sants, des echanges sont encore theoriquement possibles.

Analyse quantitative et taxonomie

Generalement, la distance genetique entre deux populations conspecifiques est inferieure ä

0,1, la distance entre deux especes etant superieure ä 0,2. La frange grossierement comprise

entre ces deux valeurs caracterise, selon Ayala (1975), les Stades intermediaires du processus

de speciation, assimiles aux categories de sous-espece et de semi-espece.

Dans le cas deP. multiplex, les distances entre les populations etudiees varient de 0,01 ä

0. 18 (Tableau 3). Le dendrogramme (Fig. 8) derive de la matrice de distances genetiques

donne une image synthetique et simplifiee des rapports entre ces populations, dont on peut

retenir les points suivants

:

1 . Les deux populations les plus proches sont Celles de Varenzo et de Fivizzano. La distance

genetique qui les separe (D = 0,01) est comprise dans la marge caracteristique des compa-

raisons entre populations conspecifiques. Elles sont toutes deux situees au sud de l'arc al-

pin et doivent appartenir, si nous suivons Miller (1912), ä la memeunite systematique (P.

multiplex). Elles divergent toutefois par leurs formules chromosomiques.

2. La population du Vercors se differencie tres nettement des cinq autres (D = 0, 14), et parti-

culierement de la population de Zermatt (D = 0, 18). Cette differenciation genetique coln-

cide avec une formule chromosomique divergente, et correspond bien aux valeurs trou-

vees par d'autres auteurs lors de la comparaison de deux sous-especes (Ayala 1975; Avise

et Smith 1977). II est possible que la population de Vercors soit issue d'un foyer isole ä

Pouest de Parc alpin, au cours du Pleistocene superieur. Les donnees geologiques (Bour-

dier 1961) montrent que la glacier alpin s'est etendu, au Würm, jusqu'aux Alpes Mariti-

mes, constituant une barriere geographique entre le bassin du Rhone et le bassin du Po. Ii

aurait alors, selon notre hypothese, scinde Paire deP. multiplex et permis une evolution

divergente des deux groupes ainsi separes.

3. La population de Zermatt, representantP. fatioi, se distingue relativement bien de Celles

du sud des Alpes, et la distance genetique qui la separe de la population du Vercors est par-

ticulierement elevee (D = 0, 18). Cette differenciation peut etre expliquee par la derive ge-

netique qui affecte les population de type insulaire, et conduit parfois ä la fixation, par cer-

tains loci, d'alleles differents d'une population ä Pautre. Un tel phenomene est signale par

Schmitt (1978), dans un travail oü il compare des populations d'un rongeur (Rattusfusci-

pes) occupant de petites lies de la cöte australienne: alors que le taux de polymorphisme ä

Pinterieur des isolats est extremement faible, voire nul, les distances genetiques entre les

differents isolats sont anormalement elevees.il semblerait que les forces qui reduisent la

variabilite ä Pinterieur des populations tendent ä accroitre la variabilite entre les popula-

tions (Lewontin 1975, cite par Schmitt 1978).

Conclusion

Sur le plan caryologique, P. multiplex est une espece polytypique, comprenant au moins trois

formes chromosomiques geographiquement localisees. Si P. fatioi etP. druentius doivent lui

etre rattaches, les donnees de Storch et Winking (1977) laissent supposer qu'il en va de

memeavec P. liechtensteini, qui occupe la partie Orientale de l'arc alpin . Dans tous les cas, ce

polymorphisme est le signe d'une instabilite de la garniture chromosomique de Pespece, in-
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stabilite qui parait d'ailleurs caracteriser le genre Pitymys dans son ensemble. Ce groupe

semble etre actuellement implique dans une dynamique evolutive et presente, de ce fait, un
grand interet pour l'etude du deroulement de la speciation.

L'analyse du polymorphisme biochimique deP. multiplex revele une differenciation ge-

netique relativement importante de certaines populations, sans qu'il y ait de correlation ap-

parente entre cette differenciation et la divergence des formules chromosomiques. Dans un
cas, toutefois (population du Vercors), les deux phenomenes vont de pair, et le degre de diffe-

renciation genetique observe correspond aux valeurs caracterisant generalement les Stades in-

termediaires de la speciation (Ayala 1975).

Les deux methodes utilisees (caryologique et biochimique) indiquent que 1'especeP. mul-

tiplex est engagee dans un processus de diversification. La divergence des populations peut

etre expliquee, au moins partiellement, par leur isolement geographique, passe ou present;

dans un cas, eile resulte vraisemblablement de la derive genetique.

Resume

Les variations chromosomiques et biochimiques de Pitymys multiplex ont ete etudiees dans differentes

populations des Alpes occidentales et des Apennins. Les «especes»P. fatioi etP. druentius, actuellement

rattachees ä P. multiplex, sont comprises dans cette etude.

L'analyse chromosomique de 73 individus, representant 19 populations, a mis en evidence un poly-

morphisme impliquant des inversions pericentriques et d'autres rearrangements (2N = 48 ou 46). Tou-
tes ces variations chromosomiques sont localisees, geographiquement, dans des regions differentes. Des
representants de formes chromosomiques differentes ont pu etre hybrides en laboratoire, demontrant
ainsi leur interfertilite. Ces resultats completent les donnees anteneures sur la formule chromosomique
deP. multiplex etP. liechtensteini. Iis suggerent queP. multiplex est une espece polytypique, dont l'aire

de repartition s'etend de la Yougoslavie ä la France, en passant par le nord de Pltalie.

Des echantillons de 6 populations ont ete analyses, par electrophorese des proteines, pour les varia-

tions de 25 loci. Le taux moyen d'heterozygotie varie de H = 0,00, dans la population isolee de Zermatt,

ä H = 0,08 dans la population marginale du Vercors (France). Les valeurs de la distance genetique de Nei

entre differentes formes chromosomiques varient de D = 0,01 ä D = 0,18. Le degre de differenciation

genetique entre certaines populations marginales est relativement eleve. Ceci resulte vraisemblablement

de leur isolement geographique au cours des periodes würmienne et post-würmienne.

Zusammenfassung

Chromosomaler und biochemischer Polymorphismus bei Pitymys multiplex (Mammalia, Rodentia)

Es wurden die chromosomale und biochemische Variabilität verschiedener Populationen von Pitymys

multiplex aus den Westalpen und dem Apennin untersucht. Mitberücksichtigt wurden auch die heute zu

P. multiplex gerechneten „Arten" P. fatioi und P. druentius.

Durch die Analyse der Chromosomensätze von 73 Individuen aus 19 Populationen konnte ein

Chromosomenpolymorphismus dargestellt werden, der perizentrische Inversionen und andere

Umordnungen (2N = 48 oder 46) beinhaltet. Die unterschiedlichen Chromosomentypen stammen aus

lokalen Populationen verschiedener geographischer Regionen. Es gelang, Tiere chromosomal verschie-

dener Populationen zu kreuzen. Diese Befunde vervollständigen die zuvor beiP. multiplex undP. liech-

tensteini gewonnenen Daten und deuten darauf hin, daßP. multiplex eine polytypische Art ist, mit ei-

nem Verbreitungsgebiet von Jugoslawien über Norditalien nach Frankreich.

Proben aus 6 Populationen wurden auch elektrophoretisch auf ihre Variabilität an 25 Protein-Loci

untersucht. Der mittlere Heterozygotiegrad schwankte zwischen H = 0.00, in der Probe aus der isolier-

ten Population von Zermatt, und H = 0. 08 in der Probe aus dem Randgebiet der Verbreitung der Art bei

Vercors (Frankreich). Die genetische Distanz (D), berechnet nach Nei, variierte zwischen den chromo-
somal verschiedenen Formen von D = 0.01 bis D = 0.18. Der Grad der genetischen Differenz zwischen
den Populationsstichproben aus den Randgebieten der Artverbreitung ist relativ hoch. Diese Differenz

wird durch die geographische Isolation während und nach der Würmeiszeit erklärt.
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Zur Hirn-Körpergewichtsbeziehung bei Wölfen und

Haushunden sowie Haushundrassen

Von P. Ebinger

Institut für Zoologie der Tierärztlichen Hochschule Hannover

Eingang des Ms. 25.9.1979

Abstract

Relationship of hrain weight and hody weight in wolves and domestic dogs

Studied was the intraspecific relationship between brain weight and body weight in wolves and domestic

dogs.

By regression calculation it was possible to determine the coefficients of the main axis of the ellipse in

75 C. /. lupus (31 dd 29 QQ), 19 C. /. pallipes (11 66 1 8 QQ) and 510 domestic dogs (245 66, 239 9Q)
from 50 breeds.

There was no significant difference in brain weights of C. /. lupus and C. /. pallipes (P = 0.01). Re-

duction ki brain weight of 27.5% was observed from wolves to domestic dogs. Dog breeds were separa-

ted into 7 racial groups. All these groups were found to be within the confidence interval of the bivariate

distribution in domestic dogs, but they show differences in their position from the main axis of the ellip-

se, thus demonstrating an increase of variability due to domestication.

Uber die Beziehungen Hirngewicht und Körpergewicht bei Wölfen und Haushunden ist

schon oft berichtet worden (Klatt 1921 ; Stephan 1954; Schulz 1969; Weidemann 1970;

Schleifenbaum 1973; Röhrs und Ebinger 1978).

Aufgrund unterschiedlicher Interpretationen des Abstammungsproblems der Haus-

hunde (vgl. Herre und Röhrs 1973; Hemmer 1975, 1978; Keller und Huber 1976) und
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